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RESUMO
O uso de duas tecnologias combinadas, a micropropagação e a inoculação de fungos 
micorrízicos arbusculares, é uma alternativa para a produção de mudas de plantas em 
escala comercial. Essas técnicas são importantes, pois permitem produzir mudas em curtos 
períodos de tempo, com alta qualidade e homogeneidade. Entretanto, é importante definir 
as combinações de fungos, de planta, de substratos e técnicas de aclimatização e 
inoculação. Outra necessidade fundamental é conhecer o desenvolvimento radicular, visto 
que, apesar de ter implicações na capacidade da planta em obter nutrientes e água do solo, 
é um aspecto pouco considerado nas avaliações do crescimento e desenvolvimento vegetal. 
Um estudo em câmara de crescimento foi realizado com o objetivo de desenvolver 
procedimentos de aclimatização e de inoculação de fungos micorrízicos arbusculares em 
mudas micropropagadas de dois porta-enxertos de macieira, um vigoroso (Marubakaido) e 
outro nanizante (M.9), visando caracterizar o crescimento e o desenvolvimento do sistema 
radicular das plantas produzidas com as diferentes técnicas selecionadas. As bases das 
brotações dos porta-enxertos oriundas do processo de multiplicação in vitro foram imersas 
em solução de ácido indolibutírico (5|xM) e transferidas para substrato à base de solo, a fim 
de serem enraizadas ex vitro. Os fungos micorrízicos arbusculares foram introduzidos antes 
e após a fase de enraizamento. Utilizou-se uma mistura constituída por Scutellospora 
pellucida, por dois isolados de Glomus etunicatum, e por Glomus sp. A fase de 
enraizamento durou 21 dias e foram realizadas duas avaliações, a primeira 51 dias após a 
saída das plantas das condições in vitro e a segunda aos 81 dias. Foram quantificados o 
incremento em altura, o peso da matéria seca de parte aérea, o peso de matéria fresca de 
raízes, a relação MFR/MFA, a colonização micorrízica, o número e o comprimento de 
eixos radiculares e de raízes laterais de diferentes ordens. A poda de raízes reduziu o 
crescimento de parte aérea e o número e comprimento de raízes do porta-enxerto 
Marubakaido. Em ambos porta-enxertos, entre 50% e 70% do sistema radicular foram 
colonizados pelos fungos micorrízicos arbusculares. A inoculação micorrízica teve efeito 
positivo sobre o crescimento de parte aérea e do sistema radicular do porta-enxerto 
Marubakaido, enquanto que o porta-enxerto M.9 teve seu desenvolvimento inibido pela 
presença dos fungos micorrízicos arbusculares. A inoculação micorrízica antes da fase de 
enraizamento aumentou o número e o comprimento de raízes do porta-enxerto 
Marubakaido, formando um sistema radicular potencialmente mais eficiente para a 
absorção de nutrientes do solo. Por outro lado, o porta-enxerto M.9 teve o número e o 
comprimento de raízes diminuído quando a inoculação micorrízica ocorreu antes da fase de 
enraizamento.
Palavras chaves: arquitetura radicular, época de inoculação micorrízica, Marubakaido, 
M.9, porta-enxertos de macieira, Glomus etunicatum, Glomus sp, Scutellospora pellucida, 
micropropagação e micorrização.
ABSTRACT
The combination of two technologies such as micropropagation and of inoculation 
arbuscular mycorrhizal fungi offers an alternative for the production of seedling plants on a 
commercial scale. These techniques are important because they allow high quality and 
homogeneous seedling production in a shorter period of time. Nevertheless, it becomes 
very important to understand the interaction among fungi, plants, substrates, 
acclimatization and inoculation techniques. Another fundamental need is to understand 
plant root development, as it has many implications on plant capacity to obtain water and 
nutrients from the soil. This developmental aspect has been given little consideration in 
growth evaluation and plant development. A study was performed under controlled 
conditions to develop procedures to acclimatizate and to inoculate arbuscular mycorrhizal 
fungi into the vigorous strong-rooted Marubakaido rootstock and the dwarfing M. 9 
rootstock. The effect of these procedures on root architecture was also evaluated. The 
technique used for rooting was an in vitro process, treatment with indole-butyric acid 
(5|iM), and then transferral to a soil-based substrate to take root ex-vitro. The arbuscular 
mycorrhizal fungi were introduced before and after the rooting phase. A mixture of 
Scutellospora pellucida, two isolates of Glomus etunicatum, and Glomus sp was utilized. 
The rooting phase lasted 21 days and two evaluations: were done the first one at 51 days 
after the in vitro weaning stage and the second at 81 days. The following was quantified: 
the increase in height, the dry matter weight of the aerial part (RFM), the fresh material 
weight of the roots (AFM), the relation RFM/AFM, the mycorrhizal colonization, the 
number and the length of the root axis and lateral roots from different orders. Root pruning 
reduced shoot biomass and the number and length of the roots in Marubakaido plants. In 
both rootstocks, between 50% and 70% of the root system was colonized by arbuscular 
mycorrhizal fungi. The mycorrhizal inoculation had a positive effect on root and shoot 
growth of the Marubakaido rootstock plants, but had a negative effect on growth in M.9 
plants. .Mycorrhizal inoculation before the rooting phase increased the root number and 
length of Marubakaido rootstock plants, forming a potentially more efficient root system, 
but had the opposite impact on the M.9 plants.
KEY-WORDS: root architecture, mycorrhizal inoculation period, Marubakaido, M.9, 
apple rootstock trees, Glomus etunicatum, Glomus sp., Scutellospora pellucida, 
micropropagation and mycorrhization.')
1. INTRODUÇÃO
Nos últimos vinte anos, a cultura da macieira passou por uma grande transformação. 
Até 1979, o Brasil era o quarto maior importador mundial de maçã, em 1990 passou a uma 
situação de auto-suficiência, e em 1997 produziu 644.800 toneladas da fruta, tendo 
exportado 22.800 toneladas. A macieira é a principal cultura perene do Estado de Santa 
Catarina e representa um caso de sucesso de políticas públicas dentro do setor agrícola. 
Santa Catarina é hoje o maior produtor nacional, com uma área plantada de cerca de 
14.000 hectares e uma produção de 367.000 toneladas na safra de 1998 (INFORME 
CONJUNTURAL, 1999). O Estado destaca-se no contexto nacional devido às condições 
climáticas que prevalecem em algumas regiões, e que são favoráveis para o cultivo da 
macieira.
Apesar dessa situação de auto-suficiência, muitos pomares apresentam baixa 
produtividade e frutos com qualidade inferior à exigida pelo mercado consumidor. Essa 
baixa produtividade é, em parte, decorrente da utilização de mudas de porta-enxertos com 
reduzida capacidade de enraizamento, com dificuldade para desenvolver suas raízes e 
absorver os nutrientes básicos, por causa de problemas como a grande acidez do solo e as 
altas concentrações de alumínio e manganês. Os porta-enxertos utilizados são pouco 
adaptados às condições edáficas das regiões produtoras, e esses fatores ocasionam elevadas 
perdas para as empresas produtoras de maçãs, pois a renovação dos pomares é onerosa e 
representa grandes investimentos.
Alternativas visando solucionar estes problemas têm incluído a seleção e a 
introdução de novos porta-enxertos tolerantes a baixo pH  e resistentes a doenças do 
sistema radicular. Entretanto, a introdução de novas variedades ainda representa uma etapa 
a ser vencida, porque a produção de mudas dos novos porta-enxertos continua sendo feita 
de forma tradicional, ou seja por mergulhia de cepa, processo que freqüentemente leva a 
uma redução na capacidade de enraizamento das estacas à medida que as matrizes 
envelhecem.
A biotecnologia pode oferecer estratégias para a solução do problema de 
multiplicação e estabelecimento de novas plantas, e dentre as técnicas destaca-se a
2micropropagação de plantas associada ao uso das micorrizas. A produção de mudas 
micropropagadas e micorrizadas pode apresentar vantagens sobre os sistemas tradicionais 
de produção, e essas vantagens somente serão exploradas se técnicas, simples e confiáveis, 
de aclimatização e inoculação de mudas micropropagadas forem desenvolvidas, pois o 
grau de benefícios resultante da inoculação depende das características da planta, do fungo 
e do solo. Além de diversos benefícios às plantas, a associação micorrízica pode causar 
alterações fisiológicas e morfológicas, inclusive modificações na arquitetura do sistema 
radicular.
O presente trabalho insere-se no projeto de pesquisa “Seleção de Clones de Porta- 
Enxertos de Macieira e de Fungos Micomzicos Tolerantes a Condições Edáficas 
Prevalecentes em Solos Ácidos da Região Sul - Santa Catarina”, que tem por objetivos a 
seleção de clones de porta-enxertos de macieira tolerantes às condições de estresses 
edáficos prevalecentes em solos ácidos, a propagação em massa dos clones selecionados, a 
seleção de espécies de fungos micorrízicos arbusculares eficientes e tolerantes às 
condições de estresses edáficos, a produção de inóculo em escala experimental por técnicas 
de cultivo em vasos e, finalmente, a produção de mudas de porta-enxerto de macieira 
micropropagadas e micorrizadas.
Visando contribuir para o alcance de parte dos objetivos do projeto de pesquisa, foi 
realizado o presente trabalho, que está dividido em duas partes complementares: o 
desenvolvimento de técnicas de aclimatização e micorrização de mudas de porta-enxertos 
de macieira micropropagados e estudos básicos sobre o efeito da poda de raízes e de 
diferentes épocas de inoculação micorrízica no crescimento e desenvolvimento do sistema 
radicular desses ^ porta-enxertos. A jjrimeira parte tem jpor meta _gerar tecnologia adequada 
para a produção de mudas de porta-enxertos de macieira micropropagados e micorrizados, 
visando melhorar sua capacidade produtiva. A segunda parte propõe-se a caracterizar o 
crescimento e desenvolvimento do sistema radicular dos porta-enxertos de macieira 
associados a micorrizas e produzidos com as diferentes técnicas selecionadas.
32. OBJETIVOS
Geral:
Desenvolver procedimentos de aclimatização e inoculação com fungos micorrízicos 
arbusculares de dois porta-enxertos de macieira micropropagados, caracterizando o 
crescimento e o desenvolvimento do sistema radicular das plantas produzidas com as 
diferentes técnicas selecionadas.
Específicos
1. Estabelecer técnicas de aclimatização e inoculação de fungos micorrízicos 
arbusculares em mudas micropropagadas dos porta-enxertos Marubakaido e M.9.
2. Avaliar o crescimento e o desenvolvimento de parte aérea dos porta-enxertos de 
macieira Marubakaido e M.9 micropropagadas, inoculados ou não com iüngos 
micorrízicos arbusculares em duas épocas diferentes.
3. Quantificar o crescimento e o desenvolvimento de diferentes ordens de raízes dos 
porta-enxertos de macieira Marubakaido e M.9 micropropagados, associado ou não a 
fungos micorrízicos arbusculares em duas épocas diferentes.
43. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA
3.1. Micropropagação e Micorrização
A biotecnologia vegetal desperta grande interesse devido ao seu potencial de 
aplicação dentro de várias áreas, incluindo a agricultura. Na biotecnologia vegetal, a ênfase 
está na possibilidade de se manipularem as espécies vegetais, especialmente para 
multiplicá-las rapidamente (HARTMANN etal., 1990; GEORGE, 1993; VESTEBERG & 
ESTAÚN, 1994).
A micropropagação de plantas é uma importante ferramenta biotecnológica, 
freqüentemente aplicada no melhoramento genético, em processos de produção de mudas, 
investigações científicas, programas de preservação da biodiversidade vegetal e na 
produção de biomassa para extração de produtos bioquímicos (GEORGE, 1993; VARMA 
& SCHUEPP, 1995). Esta técnica é eficiente na seleção e propagação de plantas 
homogêneas e de alta qualidade, e pode ser iniciada a partir de pequenos segmentos, ou 
mesmo de células, de tecidos vegetais (GEORGE, 1993). O processo de micropropagação 
é realizado em condições axênicas e, desta forma possibilita a obtenção de mudas 
enraizadas em curtos período de tempo e livres de patógenos, abrindo a possibilidade de 
eliminar viroses (GEORGE, 1993; SCHUCH & PETERS, 1993).
O processo de micropropagação difere dos métodos de propagação tradicional pela 
separação de componentes biológicos do sistema, e pelo alto grau de controle que é 
possível em cada etapa do processo. Cada passo da seqüência pode ser manipulado pela 
seleção de plantas ou pelo controle ambiental, a fim de maximizar a produção de plantas 
em termos de número, tamanho e qualidade (HARTMANN e ta l ,  1990).
MURASHIGE (1974) estabeleceu uma seqüência de eventos associados com o 
processo de multiplicação, que envolve três fases: seleção do material vegetal que 
originará as culturas axênicas, multiplicação do material vegetal, enraizamento das plantas 
e aclimatização destas. Este procedimento tem sido adotado tanto por pesquisadores como
5pelos laboratórios comerciais, porque estas fases descrevem os procedimentos do processo 
de micropropagação. DEBERGH & MAENE (1981) propuseram mudanças nestá 
seqüência de eventos, e introduziram uma quarta fase, onde as plantas são transferidas para 
o ambiente externo. Independentemente da classificação adotada, a micropropagação 
envolve os seguintes passos básicos: seleção e preparação do material que dará origem a 
cultura; estabelecimento de culturas axênicas; multiplicação das brotações; enraizamento 
das brotações; aclimatização ou transferência das plantas para o ambiente natural 
(DEBERGH & MAENE, 1981; GEORGE, 1993).
A aclimatização é considerada uma fase crítica para o estabelecimento das novas 
plantas, e constitui uma etapa que pode comprometer todo o sistema de produção 
(DEBERGH & MAENE 1981; HARTMANN et al., 1990). No momento de saída das 
condições in vitro as plantas micropropagadas são mais susceptíveis aos estresses 
ambientais, devido ao fraco desenvolvimento do sistema radicular e à formação incompleta 
dos estômatos ou, ainda, por causa do desenvolvimento incipiente da cutícula das folhas 
(HOOKER ei al., 1994). Além disso, a fase de aclimatização das plantas micropropagadas 
envolve a passagem da planta de uma condição heterotrófica (in vitro) para uma 
autotrófica (ex vitro).
Quando as plantas são enraizadas in vitro, as zonas de transição entre as raízes e a 
parte aérea podem ser anormais (GROUT & ASTON, 1977), as conexões vasculares são 
por vezes incompletas e restringem a passagem da água absorvida pelas raízes. As raízes 
que crescem in vitro perdem os pêlos radiculares e podem morrer quando transferidas para 
o substrato, ou as plantas podem cessar seu crescimento (DEBERGH & MAENE, 1981). 
No momento da transferência das plantas para a fase ex vitro, é fundamental que elas 
possuam órgãos bem formados e fisiologicamente eficientes para garantir a sua 
sobrevivência, crescimento e desenvolvimento.
A macieira é considerada uma espécie de difícil enraizamento e possui baixa taxa de 
sobrevivência em condições ex vitro (YUI et al., 1989). Por isso, é geralmente adotado o 
enraizamento ex vitro, no qual as plantas são submetidas simultaneamente ao enraizamento 
e à aclimatização. O enraizamento ex vitro de plantas micropropagadas pode ter bons 
resultados quando as plantas são mergulhadas em solução contendo auxina, com 
subseqüente transplante para substratos mantidos em condições de alta umidade. Esse 
sistema, que pode reduzir os custos do processo e ser eficiente para a produção de mudas
6(GEORGE, 1993), foi proposto por WELANDER (1983) e por ZEMMERMAN & 
FORDHAM (1985), que expuseram as plantas de macieira ao tratamento com ácido 
indolibutíricopor 3-7 dias, com posterior transferência dasplantaspara o substrato.
Entre as diversas vantagens que a micropropagação apresenta na produção rápida de 
mudas em larga escala está a eliminação de microrganismos potencialmente danosos. No 
entanto, também são eliminados organismos que podem favorecer o estabelecimento das 
mudas micropropagadas e o seu crescimento após o transplantio (GRANGER et al., 1983). 
como os fungos micorrízicos.
As micorrizas arbusculares, associações mutualísticas entre certos fungos do solo e 
as raízes da maioria dasjplantas, constituem uma importante ligação entre os componentes 
bióticos e abióticos do solo, desempenhando papel fundamental na sobrevivência, no 
crescimento e desenvolvimento das plantas (SMITH & READ, 1997). As micorrizas são 
amplamente reconhecidas pelo efeito positivo que proporcionam no crescimento da planta, 
pela melhora na absorção de nutrientes, especialmente o fósforo, pelo aumento do volume 
de solo explorado e pela resistência a estresses bióticos e abióticos (GIANINAZZI et al., 
1990; GUILLEMIN et al., 1994). Como efeitos indiretos no crescimento da planta, a 
associação promove a formação de agregados do solo e a acumulação de substâncias 
húmicas (SCHREINER & BETHLENFALVAY, 1995).
O efeito primário da associação micorrízica é o aumento da absorção de nutrientes 
minerais pela planta, em particular dos elementos com pouca mobilidade, ou que estão 
presentes em baixas concentrações na solução do solo (AZCÓN-AGUILAR & BAREA, 
1997). As micorrizas são particularmente importantes em novas culturas, em solos com 
problemas de baixa mobilidade de nutrientes, contaminados por metais pesados, ou em 
sistemas agrícolas onde a entrada de insumos é minimizada (AZCÓN-AGUILAR & 
BAREA, 1997).
A introdução de fungos micorrízicos arbusculares tem um grande potencial nos 
programas de produção de mudas micropropagadas (SALAMANCA et al., 1992; 
LOVATO et al., 1995). Além de aumentar o vigor e a capacidade de sobrevivência das 
plantas pelo aumento na absorção de nutrientes, as micorrizas podem aumentar a tolerância 
a patógenos radiculares e reduzir o nível de aplicação de fertilizantes (HOOKER et al.,
1994). Dentre os benefícios que as micorrizas trazem à produção de plantas 
micropropagadas destacam-se: a possibilidade de saída mais precoce das condições in
7vitro, e redução no tempo de aclimatização (AZCÓN-AGUILAR et al., 1992; 
VESTBERG, 1992); maior homogeneidade das plantas quanto ao crescimento 
(BRANZANTI et al., 1992) ou quanto à resposta a nutrientes (BLAL & GIANINAZZI- 
PEARSON, 1989), bem como maior tolerância a estresses causados por patógenos 
(GUILLEMIN et al., 1994). Os efeitos da inoculação com fungos micorrízicos 
arbusculares na nutrição e crescimento de mudas de macieira micropropagadas já foram 
avaliados em diversos trabalhos (REICH, 1988; TAUBE-BAAB & BALTRUSCHAT, 
1993; UOSUKAINEN & VESTEBERG, 1994; PORTUNA et al., 1996; UOSUKAINEN 
& VESTEBERG, 1996).
Diversos fatores podem afetar os resultados da inoculação de fungos micorrízicos 
arbusculares, e entre estes estão: o momento de inoculação (in vitro ou ex vitro), a espécie 
vegetal, o fungo micorrízico, a composição química e física do substrato e as condições 
ambientais (VESTEBERG & ESTAÚN, 1994). Para se obterem os benefícios que a 
inoculação de fungos micorrízicos arbusculares pode proporcionar às plantas 
micropropagadas, todos estes fatores devem ser considerados, e é de fundamental 
importância que a associação micorrízica seja estabelecida em curto período de tempo 
(LOVATO e ta l ,  1996).
A inoculação dos fungos micorrízicos arbusculares é geralmente feita após as raízes 
terem sido formadas, o que limita a época de inoculação a três momentos: in vitro na fase 
de enraizamento, ex vitro antes da fase de aclimatização e ex vitro após a aclimatização 
(VESTEBERG & ESTAÚN, 1994). Sendo, a época de inoculação um fator crítico dentro 
dos programas de produção de mudas micropropagadas, o benefício para a planta, de modo 
geral, é maior quando mais cedo este procedimento ocorrer (BAREA et al., 1993; 
AZCÓN-AGUILAR & BAREA, 1997).
As plantas micropropagadas podem ser inoculadas durante a fase in vitro, mas isso 
requer um prolongamento desta fase, implicando em significativa elevação dos custos do 
processo de produção de mudas (VESTEBERG & ESTAÚN, 1994). A inoculação in vitro 
é um processo laborioso e envolve mão de obra treinada e especializada, além de não ser 
recomendado para todas as espécies de plantas. Esta forma de inoculação pode ser indicada 
somente para determinadas espécies ou em programas de pesquisas científicas. A simbiose 
na fase in vitro nem sempre é possível porque muitas plantas desenvolvem apenas raízes
8primárias nesta fase, e os fiingos micorrízicos arbusculares colonizam somente raízes 
secundárias (BRUNDRETT etal., 1985).
A inoculação do fimgo micorrízico ex vitro pode ser feita imediatamente após a fase 
de enraizamento in vitro, quando as plantas são transferidas para a fase de aclimatização, 
ou, ainda, após o período de aclimatização sob condições de casa de vegetação. Muitos 
trabalhos referentes à inoculação ex vitro de plantas microproj)agadas têm sido feitos, 
principalmente com frutíferas. RAVOLANIRINA etal. (1989), SCHUBERT et al. (1990), 
BLAL et al. (1990), GUILLEMIN et a l  (1994) e VESTEBERG et al. (1994) inocularam 
diversas plantas hospedeiras com uma mistura de solo contendo raízes colonizadas, hifas e 
esporos e demonstraram que o melhor ^ período para a inoculação de fungos micorrízicos 
arbusculares é no início da fase de aclimatização, quando as plantas têm apenas 
primórdios radiculares. Os resultados obtidos por esses pesquisadores indicam um aumento 
no crescimento e um aumento na tolerância a patógenos (GUILLEMIN et al. 1994).
A inoculação ex vitro após o jjeríodo de aclimatização foi testada por alguns 
pesquisadores, como, por exemplo, AZCÓN-AGUILAR et al. (1994); VESTEBERG & 
ESTAÚN (1994) e UOSUKAINEN & VESTEBERG (1994). A inoculação antes e após a 
fase de aclimatização foi experimentada e constatou-se que a simbiose foi bem 
estabelecida com ambas as técnicas, mas que as melhores respostas foram verificadas 
quando a inoculação ocorreu antes da fase de aclimatização.
Para espécies lenhosas, a incorporação do inóculo ao substrato durante a fase de 
aclimatização tem propiciado os melhores resultados (BRANZANTI et al., 1991; 
BRANZANTI et al. 1992; RAPPARINI et al., 1994; UOSUKAINEN & VESTEBERG, 
1994; BERTA et a i,  1995; UOSUKAINEN & VESTEBERG, 1996). Especificamente para 
a macieira, BRANZANTI et al. (1992) propuseram um método eficiente de colonização de 
plantas micropropagadas, em que a aplicação do inóculo na fase ex vitro foi o mais 
vantajoso _para esta cultura. A inoculação de fungos micorrízicos arbusculares nos 
trabalhos citados foi realizada em plantas já enraizadas. Não foi possível encontrar 
informações sobre a melhor época de inoculação quando as mudas são enraizadas em 
condições ex vitro. Os trabalhos publicados sobre enraizamento ex vitro da macieira não 
levam em conta a inoculação com fungos micorrízicos arbusculares (WELANDER, 1983; 
ZIMMERMAN & FORDHAM, 1985).
9Trabalhos com plantas micropropagadas comprovaram que a inoculação micorrízica 
pode favorecer o rápido desenvolvimento de um sistema radicular funcional (TISSERANT 
et al., 1992), que é crítico para o estabelecimento de muitas espécies lenhosas. A forma e 
distribuição das raízes influenciam no funcionamento do sistema radicular, sendo 
necessário entender os efeitos dos fungos micorrízicos nas primeiras fases do crescimento 
e do desenvolvimento radicular, particularmente de porta-enxertos que são freqüentemente 
micropropa^ados para obtenção de clones homogêneos e livre de doenças (BERTA et al.,
1995).
3.2. Arquitetura do Sistema Radicular
O crescimento e o desenvolvimento vegetal dependem de uma estreita relação entre 
parte aérea e raízes, e a interdependência entre essas partes é uma característica básica da 
fisiologia das plantas. E de fundamental importância que as plantas possuam um sistema 
radicular eficiente, visto que as raízes fornecem estabilidade para a parte aérea, realizam a 
absorção de água e nutrientes e são o órgão onde ocorre a associação micorrízica e, em 
alguns casos, a fixação biológica do nitrogênio (FITTER et al., 1991; HOOKER et al.,
1996).
Quando uma certa quantidade de raízes é removida, observa-se uma aceleração do 
crescimento do sistema radicular em relação à parte aérea da planta (MARSCHNER,
1995). Se, de forma inversa, a remoção acontecer na parte aérea, ocorrerá uma parada no 
crescimento das raízes até que o equilíbrio entre ambas seja restabelecido. Nestas 
situações, a planta tenta compensar a lesão, e ocorre uma transferência de fotossintatos em 
direção à área afetada, visando recompor a região (TAYLOR & ARKIN, 1981).
A remoção parcial ou total do sistema radicular pode proporcionar diferentes efeitos 
fisiológicos sobre as plantas. Por exemplo, THOMAS & RAVINDRA (1997) recomendam 
a remoção parcial ou total das raízes produzidas in vitro, porque isso possibilitaria uma 
melhor formação de raízes adventícias e as plantas obtidas seriam mais uniformes. OLIEN
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et al. (1993) prescrevem a poda das raízes de videira, pois este tipo de tratamento 
aumentou o comprimento total das raízes. A poda de raízes do porta-enxerto de macieira 
Marubakaido micropropagado provocou redução no crescimento vegetativo e diferentes 
respostas nos padrões de arquitetura radicular (FRÁGUAS et al., 1997).
A poda de raízes foi um tratamento adotado jx>r muito tempo por produtores de 
mudas, porque as raízes formadas ou desenvolvidas in vitro geralmente são escassas, finas, 
sem pelos radiculares e com pouca epiderme. As conexões entre as raízes e a base do caule 
são incompletas ou anormais e resultam num sistema ineficiente para transferência de água 
e minerais entre raízes e jiarte aérea, embora o xilema apareça de forma contínua e 
funcional (GROUT & ASTON, 1977; DONNELLY et al., 1985; MCCLELLAND & 
SMITH, 1989). As raízes formadas in vitro freqüentemente morrem ou têm seu 
crescimento retardado após a transferência para o meio ex vitro. Essas raízes, em muitos 
casos, morrem na fase de aclimatização e novas raízes iniciam seu desenvolvimento 
(DEBERGH & MAENE, 1981). Raízes que crescem in vitro também podem ser 
danificadas quando transferidas para a fase de aclimatização, principalmente se elas são 
lavadas para a remoção do meio de cultura.
O desenvolvimento do sistema radicular envolve a produção, elongação e 
ramificação de novas raízes (PELLERIN & PAGÈS, 1994), mas em condições 
experimentais o crescimento do sistema radicular é normalmente expresso em termos de 
comprimento total de raízes ou peso total do sistema radicular. As medidas de biomassa 
(peso da matéria fresca e peso da matéria seca) de raízes são os parâmetros mais 
comumente utilizados para quantificar o crescimento e o desenvolvimento de raízes, e os 
fatores que afetam o crescimento radicular são freqüentemente definidos pela variação 
nestas medidas. Medidas de biomassa usadas isoladamente, sem considerar à dinâmica de 
alocação de carbono, podem levar a interpretações erradas sobre a distribuição das raízes e 
manutenção de suas funções (FITTER et al., 1991). O peso do sistema radicular é 
geralmente pouco correlacionado com a capacidade de absorção de nutrientes e água, 
porque o eixo principal, que contribui de forma preponderante para a medida de biomassa, 
atua de forma restrita na absorção de nutrientes (HETRICK, 1991). Por essa razão, é 
importante caracterizar a arquitetura radicular das plantas, visto que são as raízes laterais 
ou raízes finas que desempenham o papel principal na absorção dos nutrientes, embora 
contribuam muito pouco para a medida de biomassa (HETRICK et al., 1992). Pouca
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atenção tem sido dada a aspectos relacionados à arquitetura radicular, como número e 
comprimento de eixos radiculares ou densidade e comprimento de raízes laterais 
(PELLERIN & PAGÈS, 1994).
A arquitetura radicular, definida como a configuração espacial do sistema radicular, é 
um aspecto fundamental na produtividade da planta e é de grande interesse para a 
agricultura e a ecologia (LYNCH, 1995). O desenvolvimento espacial das raízes é 
importante no crescimento e sobrevivência das plantas, dada a escassez e desuniformidade 
na distribuição dos recursos no solo (YANO et al., 1996; NIELSEN et al., 1997).
As raízes oferecem sustentação física para a planta e a arquitetura do sistema 
radicular também influencia a ancoragem da planta. O formato exibido pelo sistema 
radicular como um todo é fator fundamental na capacidade que este possui em suportar o 
peso da parte aérea. As características que melhor promovem estabilidade para a planta 
ainda não são conhecidas, mas estudos recentes argumentam que uma distribuição 
simétrica das raízes laterais ao redor do eixo principal poderá deixar a planta menos 
vulnerável (STOKES et al., 1996). Um aumento na estabilidade da planta pode ser função 
do aumento do comprimento de raízes, mudanças na arquitetura ou mesmo da combinação 
de ambos os parâmetros.
Muitos autores têm demonstrado ligações entre arquitetura radicular e ancoragem da 
planta (FITTER, 1985; ENNOS & FITTER, 1992) ou absorção de água e nutrientes 
(SATTELMACHER et al., 1993). A forma como as raízes se distribuem, ou seja, o padrão 
de ramificação das raízes, é a principal característica do sistema radicular e representa 
papel central na funcionalidade das raízes (FITTER et al., 1991). O padrão de ramificação 
encontrado no sistema radicular das plantas influencia na sua eficiência em explorar o solo 
para obter água e nutrientes (FITTER, 1987).
BERNSTON (1994, 1997) definiu os diferentes componentes das raízes, os padrões 
de ramificação e alguns modelos matemáticos utilizados em estudos relacionados à 
arquitetura do sistema radicular. Segundo o autor, eixo radicular refere-se a uma porção 
linear do sistema radicular, que conecta-se com o caule, e ordem refere-se a uma porção 
do sistema localizado entre o eixo radicular e um ponto de divisão. O eixo radicular é 
geralmente denominado de ordem 0 (zero) ou simplesmente eixo radicular, e as raízes 
subordinadas a este são de ordem 1, as raízes que originam-se de raiz de ordem 1 são 
denominadas de ordem 2^ e assim sucessivamente.
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O conhecimento da distribuição das raízes de diferentes ordens é importante porque 
estas podem ter diferentes funções. Raízes de diferentes ordens variam em seu 
crescimento, tempo de vida (longevidade) e características estruturais, bem como na sua 
capacidade de absorver água e nutrientes ou sustentar a associação micorrízica 
(BRUNDRETT et al., 1996).
As plantas que produzem maior interface com o solo têm maior potencial de 
absorção, o que requer maior investimento de carbono para a planta crescer e manter suas 
raízes (FITTER et al. 1991). Como alternativa, a planta pode produzir mais raízes finas 
que oferecem retorno maior j)ara o carbono investido, mas tais raízes têm potencial de 
crescimento limitado, vida curta e são vulneráveis a danos físicos por dessecação ou pelo 
ataque de patógenos. Essas limitações jpodem ser superadas pelo aumento no diâmetro, mas 
isso requer grande investimento de carbono. O alongamento das raízes, com esparsas 
ramificações, permite ampliar o volume de solo explorado, mas este tipo de padrão é 
menos eficiente no transporte de nutrientes e também representa grande investimento de 
carbono (FITTER et al. 1991).
Uma estratégia alternativa para a planta possuir um sistema radicular eficiente na 
absorção de nutrientes e com baixo investimento de carbono é oferecido pela associação 
micorrízica. Na simbiose, a planta fornece nutrientes orgânicos para o fungo e o fungo 
simbionte, em retomo, absorve do solo nutrientes inorgânicos através de suas hifas 
(SMITH & READ, 1997). Embora esteja bem estabelecido que a colonização das raízes 
pelos fungos micorrízicos arbusculares resulte em mudanças a nível celular, com formação 
de vesículas e arbúsculos, por muitos anos considerou-se que a presença da micorriza não 
afetava a morfologia do sistema radicular. No livro Mycorrhizal Symbiosis, que foi uma 
referência básica na área de micorriza, HARLEY & SMITH (1983) afirmaram que a 
associação micorrízica não influenciava na morfologia do sistema radicular. Contudo, 
estudos posteriores demonstram que a formação de micorrizas pode induzir modificações 
morfológicas no sistema radicular das plantas hospedeiras. Por exemplo, BERTA et al. 
(1990) demonstraram que o sistema radicular de plantas de alho poró colonizadas por 
fungos micorrízicos arbusculares apresentavam um aumento no número de raízes 
adventícias e redução no comprimento destas. Eles sugeriram que tais modificações 
estariam relacionadas a uma redução na atividade meristemática e a um aumento no índice 
de metáfase das células. TROTTA et al. (1991), utilizando a mesma combinação de planta
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hospedeira e fungo, obtiveram modificações na arquitetura radicular, e levantaram a 
hipótese de que as modificações seriam relacionadas ao estado nutricional da planta. 
SCHELLENBAUM et al. (1991), utilizando a mesma metodologia que BERTA et al. 
(1990), constataram que plantas de videira, quando associadas a fungos micorrízicos 
arbuscularçs, apresentavam um aumento no número e no comprimento de raízes laterais. 
Resultados similares foram obtidos por PRICE et al. (1989), HETRICK et al. (1991), 
HOOKER et al. (1992), TISSERANT et al. (1992), BERTA et al. (1995), NORMAN et al. 
(1996) e FORTUNA et al. (1998). Por outro lado, MASCHKE et al. (1996) e YANO et al. 
(1996) verificaram que as plantas colonizadas por fungos micorrízicos arbusculares 
apresentavam uma redução no comprimento individual de raízes e um aumento no número 
de eixos radiculares.
Divergências entre os resultados podem ter ocorrido porque os trabalhos 
relacionados foram feitos com diferentes plantas hospedeiras e fungos micorrízicos, mas os 
resultados obtidos por esses pesquisadores demonstram que a formação de micorrizas pode 
alterar a morfologia do sistema radicular. O padrão de alteração varia, porém, conforme a 
espécie hospedeira e o fungos micorrízicos arbusculares utilizados (HETRICK et al., 1988; 
BERTA et al., 1993; YANO e ta l ,  1996).
A adaptação das plantas às modificações ambientais envolve mudanças no 
crescimento e desenvolvimento, e estes são controlados pelos hormônios vegetais 
(SALISBURY & ROSS, 1993), que por sua vez podem estar envolvidos no 
estabelecimento da associação e regular mudanças no crescimento (SMITH & 
GIANINAZZI-PEARSON, 1988; SCHWAB et al., 1991). Existem poucos registros na 
literatura sobre o efeito dos hormônios vegetais no crescimento e desenvolvimento do 
sistema radicular de plantas associadas aos fiingos micorrízicos. Dentre eles, o trabalho de 
DUTRA et al. (1996) demonstrou que plantas associadas a fungos micorrízicos 
arbusculares recebendo aplicação exógena de ácido indolibutírico apresentavam um 
aumento na produção de biomassa aérea e uma melhora no desenvolvimento radicular, e a 
resposta obtida era decorrente da interação entre as variáveis presença do fungo 
micorrízico e aplicação exógena de ácido indolibutírico.
As modificações na morfologia do sistema radicular desenvolvidas pela presença da 
associação micorrízica parecem estar condicionados a fatores internos e externos, e 
aparecem como uma resposta adaptativa da planta às condições predominantes em um
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determinado momento (HETRICK et al., 1988; FITTER et al. 1991). O conhecimento das 
modificações ocorridas na morfologia do sistema radicular colonizado por fungos 
micorrízicos arbusculares poderá auxiliar no entendimento dos mecanismos pelos quais a 
associação influencia na absorção de nutrientes e na ciclagem destes em ambientes naturais 
ou em sistemas agrícolas (HOOKER & ATKINSON, 1992).
Conhecer como e porque a morfologia é alterada pelos fungos micorrízicos 
arbusculares pode ajudar a prever como a planta se comportará em relação à associação 
micorrízica. Assim, poder-se-á saber quais procedimentos devem ser adotados para uma 
boa aclimatização e para obter-se um crescimento mais rápido. Há um grande potencial 
para manipular a morfologia do sistema radicular em benefício do estabelecimento e 
crescimento ex vitro de plantas micropropagadas ou mesmo de plantas produzidas em 
outros sistemas onde os fungos micorrízicos arbusculares normalmente não estão presentes 
(HOOKER & ATKINSON, 1992). Assim, o estudo do comportamento, frente a associação 
micorrízica, de porta-enxertos com sistemas radiculares com vigor diferenciado poderá 
trazer informações úteis na implementação de duas técnicas, a micropropagação e a 
micorrização de plantas. Por essa razão, optou-se por investigar o comportamento de dois 
porta-enxertos freqüentemente utilizados em Santa Catarina (DENARDI, 1985): o 
Marubakaido, vigoroso e com grande capacidade de enraizamento, e o M.9, nanizante e 
com sistema radicular pouco desenvolvido.
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4. MATERIAL E MÉTODOS
Este estudo foi realizado no Laboratório de McrobioJogia do Solo do Departamento 
de Engenharia Rural - Centro de Ciências Agrárias - Universidade Federal de Santa 
Catarina.
4.1. Material Vegetal
Os materiais de origem vegetal foram produzidos no Laboratório de Morfogênese 
Vegetal - Departamento de Pitoíecnia -  Centro de Ciências Agrárias -  Universidade 
Federal de Santa Catarina.
Os porta-enxertos de macieira utilizados foram M.9 e Marubakaido. O porta enxerto 
M.9 pertence à espéúeJidaiuspumila (Mill), com origem na variedade “Jaune deM etz” ou 
“French Paradise”. O desenvolvimento do sistema radicular deste porta-enxerto nanizante 
é lento e ele produz-raízes extremamente quebradiças. O porta-enxerto Marubakaido ou 
Maruba, pertencente à espécie Malus prunifolia (Willd. Borkh), tem origem japonesa, é 
vigoroso, possui elevada precocidade e é de alta produtividade e ü c il enraizamento 
(DENARDI, 1985).
Na multiplicação dos explantes foi utilizado o meio com vitaminas e sais de MS, 
acrescidos de 100 mg/1 mio-inositol, 30g/l sacarose, 6 .g/l de ágar e 0,25 jng/l de 
benzilaminopurina (BAP). O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8. Os explantes 
permaneceram por 60 dias em sala de crescimento temperatura de 25° C ± 2, fotoperíodo 
de 16 horas/dia e intensidade de radiação fotossinteticamente ativa de40 (imol.s^.m'2.
As bases das brotações, oriundas do processo de multiplicação in vitro, com 4-5 
pares de fnlfías e 3-4  cm de altura, foram imersas em .solução com 5 jjM de ácido 
indolibutírico (AIB) por 20 segundos e, então, transferidas para o substrato de 
aclimatização (EEDROTTI & VQLTQLINI, 1997),
As plantas foram submetidos à simulação de túnel de aclimatização por um período 
de 21 dias. Nesta, iase^ a s , planta srmcropropagad as iaram  enraizadas & aclimatizadas
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simultaneamente, permanecendo sob alta umidade, temperatura de 21° C + 3, fotoperíodo 
de 16 horas/dia e intensidade de radiação fotossinteticamente ativa de 73 (imol.s^.m'2 na 
altura média das plantas.
4.2. Fungos Micorrízicos Arbusculares
Os fungos micorrízicos arbusculares (FMA) utilizados foram escolhidos de acordo 
com sua origem/procedência (Tabela 1), e conforme desempenho no processo de 
multiplicação (Relatório CNPq 97 -  Bolsa de Apoio Técnico - Dados não publicados). Os 
fungos micorrízicos arbusculares -foram cedidos pelo -Laboratório de Micamzas do 
Departamento de Microbiologia e Parasitologia -  Centro de Ciências Biológicas -  
Universidade Federal de Santa Catarina. Os fungos micomzicos arbusculares foram 
multiplicados a partir de culturas em vasos, em casa de vegetação, tendo como hospedeiros 
multiplicador es noíaíum e Tageles ereía.
As culturas em vasos permaneceram três meses em casa de vegetação e, ao final 
deste período, ibram analisados o número de esporos e a  intensidade de colonização 
micorrízica. Como inóculo micorrízico utilizou-se uma mistura dos seguintes fungos 
micorrízicos arbusculares: # 02 -Scutellosporapellucida, # 06 -  Glomus eíumcatum, # 08 
-  Glomus etunicatum e # 35 -  Glomus sp. O inóculo micorrízico constituiu-se de solo 
contendo esporos, hifas e -fragmentos de raízes das plantas -multiplicadoras, e cada planta 
recebeu aproximadamente um grama dessa mistura.
A microbiota não micoxrízica do solofoi obtida-através de uma -suspensão do próprio 
inoculante micorrízico. Para um litro de água destilada foram adicionados 100 gramas do 
inoculante -micorrízico. O material Jbi .submetido a-agitação .intensa, e a  suspensão obtida 
foi passada em papel filtro com abertura de 50 (j.m. A cada uma das plantas dos 
tratamentos, denominados-não. inoculados foi -
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Tabela 1: Fungos JSdjcorrízicos Arbusculares com jrespeclivos Jiospedeiros de origem 
e localidade de procedência.
Número Referência e Espécie 
do Fungo
Hospedeiro de Origem Localidade de-Recuperação
# 02 -  Scutellospora peUucida Vitis labrusca * .Fraiburgo/SC
# 0 6 -  Glomus etunicatum Vi tis labrusca * Azambuja/SC
# 08 -  Glomus etunicatum Malus sp * 5ão Joaquim/SC
# 35 -  Glomus sp Malus sp * São Joaquim/SC
* Pomares comereiais-
4.3. Instalação e Condução dos Experimentos
Foram realizados três experimentos para avaliação dos efeitos da inoculação de 
fungos miporrízicns arbusculares sobre o  crescimento e desenvolvi mento dos porta- 
enxertos de macieira micropropagados. No primeiro experimento, foram estabelecidos 
procedimentos para aclimatização e inoculação das mudas -micmpropagadas, avaliando-se 
o efeito da poda das raízes e da época da inoculação de fungos micorrízicos arbusculares 
sobre o crescimento e desenvolvimento de parte aérea e do sistema -radicular do porta- 
enxerto Marubakaido. No segundo experimento, avaliou-se o efeito de duas épocas de 
inoculação sobre o crescimento e desenvolvimento de parte aérea e do sistemaxadicular do 
porta-enxerto Marubakaido e, no terceiro experimento, avaliou-se o efeito de diferentes 
épocas de inoculação -sobre o  crescimento e desenvolvi mento de parte aérea e do .sistema 
radicular do porta-enxerto M.9. Os procedimentos do primeiro experimento estão descritos 
no item 4.3.1 e os procedimentos do segundo e terceiro experimento estão descritos -no 
item 4.3.2.
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4.3.1. Desenvolvimento de Técnicas de Aclimatização e Inoculação Micorrízica do 
Porta-Enxerto Marubakaido Micropropagado e Submetido à Poda de Raízes
Como substrato foi utilizado uma mistura de Terra Roxa Estruturada, composto 
termofilico e areia na proporção de 1:1:1 (v/v/v), desinfestada por 10 minutos em forno de 
microondas (Anexo 1). O substrato foi distribuído em bandejas alveoladas com células de 
120 cm3 ou de 40 cm3 de capacidade. As plantas foram distribuídas nas bandejas 
alveoladas e mantidas no túnel de aclimatização por 21 dias.
As plantas que foram submetidas à  poda de raízes foram .aclimatizadas em bandejas 
com células de 40 cm3, e as demais em bandejas com células de 120 cm3. O experimento 
foi composto por 6 tratamentos: 2 tratamentos de poda (com ou sem poda de raízes), 2 
tratamentos de inoculação (inoculação m icorrízica e não m icorrízica) e 2 épocas de 
inoculação (antes e após a fase de enraizamento). Cada tratamento foi constituído por 24 
repetições, em um delineamento completamente casualizado (Anexo 2). Os tratamentos 
foram:
• Sem poda de raízes e com inoculação micorrízica antes da fase de enraizamento;
• Sem poda dexaízese com inoculação micorrízica após a iase  de enraizamento;
• Com poda de raízes e com inoculação micorrízica após a fase de enraizamento;
• Sem poda de raizes e  com adição da microbiata não -micorrízica antes da  iase de 
enraizamento;
• Sem poda de .raízes e adição da microbiota nãn micorrízica após a  -fase de 
enraizamento;
• Com poda dexaízes e com adição de jnicrobiota-não -micorrízica após a ia se  de 
enraizamento.
O experimento foi conduzido em câmara de crescimento, com temperatura de 
21°C ± 3, fotoperíodo de 16 horas de luz. dia'1 e intensidade de radiação 
fotossinteticamente ativa de 60 ^imol.s^.m'2 na altura média das plantas.
Todas as plantas receberam água diariamente e, semanalmente, aplicou-se 1 ml de 
solução nutritiva de Long Ashton (BRUNDRETT et al., 1994) com 10% de fósforo -da 
concentração original. Os dados foram coletados 81 dias após a saída das condições in 
vitro.
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4.3.2. Desenvolvimento de Técnicas de Aclimatização e Inoculação Micorrízica dos 
Porta-Enxertos Marubakaido e M.9 Micropropagados
Repetiram-se os mesmos procedimentos do item 43.1, eliminando-se, contudo, a 
poda de raízes (Anexo 3). Foram realizados dois experimentos, um para o porta-enxerto 
Marubakaido e outro para o porta-enxerto M.9. Cada experimento utilizou um -arranjo 
fatorial 2x2, composto de 2 tratamentos de inoculação (inoculação micorrízica e não 
micorrízica) e  2 épocas de inoculação (antes e após a. iase de enraizamento), com 15 
repetições por tratamento, em delineamento completamente casualizado. Em ambos os 
experimentos, os tratamentos-fiaram definidos como:
• Inoculação micorrízica antes da fase de enraizamento;
• Inoculação -micomzica-após-aiase -de enraizamento;
• Adição da biota não micorrízica do solo antes da fase de enraizamento;
Os experimentos foram conduzido em câmara de crescimento com temperatura de 
21° C ± 3, fotoperíodo de 16 horas de luz. dia'1, e intensidade de radiação 
fotossinteticamente ativa de 120 ^mol.s^.m'2 na altura das plantas.
Todas as plantas receberam água diariamente e, semanalmente, aplicou-se 1 ml de 
solução nutritiva de -Long Ashlon (BRUNDRETT et al^ 1994) com 10% de fósforo da 
concentração original.
Em cada um dos experimentos foram realizadas duas coleta de dados, a primeira 51 
dias e a segunda 81 dias -após a  saída das -condiçõesM  viiro, .que correspondem a  30 & 60 
dias, respectivamente, após o final do período de aclimatização.
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4.4. Coleta de Dados
4.4.1. Desenvolvimento Vegetativo de Parte Aérea
Em cada coleta de dados, as plantas foram retiradas da bandeja e tiveram as raízes 
cuidadosamente lavadas em água corrente e secas em papel. A seguir, elas foram cortadas 
no nível do colo e avaliou-se peso da matéria íresca de parte aérea e de xaízes. A parte 
aérea foi cplocada em estufa a 70° C, até peso constante, para a determinação do peso de 
matéria seca. As raízes foram separadas para avaliação da colonização micorrízica e 
análise do crescimento e desenvolvimento. Medições da altura das plantas foram realizadas 
ao final da fase de enraizamento e no momento da coleta, a fim de calcular o incremento 
em altura.
4.4.2. Colonização Micorrízica
Para a determinação da intensidade de colonização micorrízica das raízes, utilizou-se 
a técnica de PHILLIPS & HAYMAN (1570), modificada por KOSKE &  GEMMA (1989). 
As raízes foram submetidas a descoloração em solução de hidróxido de potássio 2,5%' a 
90°C durante 40 minutos. Em seguida, foram lavadas em água corrente, imersas em ácido 
clorídrico 1% por 30 minutos em temperatura ambiente, e coradas com solução de Tripano 
em glicerol acidificada (500 ml de _glicerol, 450 ml de água destilada, 50 ml de ácido 
clorídrico 1% e 0,05 gr de azul de tripano/ a 90°C por 30 minutos. As raízes foram 
conservadas em glicerol acidificado. Para quantificar a intensidade de colonização' 
micorrízica foi utilizada a técnica descrita por TROUVELOT et al. (1986): sobre uma 
lâmina de microscópio foram dispostos 30 segmentos de raízes com aproximadamente 1 
cm de cojnprimento. Para cada segmento foram auferidas notas, correspondente à 
porcentagem de colonização micorrízica presente na raiz. Este procedimento forneceu uma 
estimativa da freqüência e intensidade de micorrização do sistema radicular.
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4.4.3. Número e Comprimento de JRaízes
Para avaliar o número e o comprimento do sistema radicular foi utilizada a técnica da 
grade quadriculada. As raízes foram cortadas e separadas em placas de Petri conforme a 
ordem à qual pertencem: eixos radiculares, ordem 1, ordem 2, ordem 3 e ordem 4 (Anexo 
4). Para obler o número de raízes para cada ordem, os segmentos foram contados 
individualmente. Para estimar o comprimento em cada ordem, as raízes foram espalhadas 
aleatoriamente no interior de placas de Petri divididas em quadrados de 1 cm. JEm seguida 
foi registrado o número de pontos de interseção entre as raízes e as linhas verticais e 
horizontais da placa. O comprimento do sistema radicular da amostra foi calculado de 
acordo com a técnica de NEWMAN (1966) modificada por TENNANT (1975). A fórmula 
utilizada foi:
Comprimento de Raízes (R) = Número de interseções (N) x Fator de Conversão
O fator de conversão é  dependente do tamanho da quadrícula utilizado e no presente 
trabalho, por ter sido utilizada a quadrícula de 1,0 cm, o fator de conversão foi 0,7857.
4.4.4. Análise Estatística
Os dados foram submetidos à análise de variância, através do programa 
STATGRAPHICS, versão 7.0, e as médias foram comparadas pelo Teste de Newman- 
Keuls, p < 0,05.
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5. RESULTADOS
5.1. Desenvolvimento de Técnicas de Aclimatização e Inoculação Micorrízica dos 
Porta-Enxertos Marubakaido e M.9 Micropropagados
5.1.1. Desenvolvimento de Técnicas de Aclimatização e Inoculação Micorrízica do 
Porta-Enxerío Marubakaido Micropropagado e Submetido à Poda de Raízes
A poda de raízes teve efeitos marcantes sobre o crescimento das plantas de macieira, 
levando axeduçoes significativas dos parâmetros incremento em altura, peso de matéria 
seca de parte aérea e peso da matéria fresca de raízes (Tabela 2). A presença da associação 
micorrízica nos tratamentos sem poda de raízes, tendeu a  aumentar o incremento em 
altura, o peso de matéria seca de parte aérea e peso de matéria fresca de raízes. O efeito 
benéfico proporcionado pela presença do fungo simbionte foi maior quando a  inoculação 
ocorreu em estágio inicial do enraizamento. A inoculação micorrízica, após a fase de 
enraizamento, também proporcionou um  acréscimo em .altura das plantas, quando 
comparadas com plantas não inoculadas, mas o efeito foi menor do que o verificado em 
plantas inopuladas em estágio inicial rio enraizamento
A época de introdução dos fungos micorrízicos arbusculares e da biota não 
micorrízica-do solo teve um efeito considerável sobre peso de matéria fresca de raizes. As 
plantas que receberam os inoculantes, contendo fungos micorrízicos arbusculares ou 
apenas a bioia não micorrízica, antes da fase de enraizamento tenderam a apresentar 
valores de peso da matéria fresca de raízes maiores do que plantas que recebem os inóculos 
após a fase de enraizamento. Isso sugere que a produção de biomassa xadicular esteve 
relacionada não somente à presença de fungos micorrízicos arbusculares, mas também à 
ação de outros microrganismos no substrato ou na rizosfera.
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Ao contrário dos outros parâmetros, a relação MFR/MFA não foi afetada pela poda 
de raízes (Tabela 2). Houve, no entanto, uma resposta à inoculação micorrízica. Os 
tratamentos inoculados com fungos micorrízicos arbusculares apresentaram valores 
significativamente menores de relação MFR/MFA quando comparado aos tratamentos não 
inoculados.
A colonização micorrízica ocorreu somente nos tratamentos que receberam a 
inoculação com os fungos micorrízicos arbusculares, evidenciando a não contaminação das 
testemunhas (Figura 1). Nos tratamentos inoculados com fungos micorrízicos arbusculares, 
a porcentagem de colonização radicular apresentou diferença significativa entre o 
tratamento sem poda e inoculado em estágio inicial do enraizamento e os tratamentos que 
receberam inoculação após a fase de enraizamento. O tratamento que sofreu poda de raízes 
apresentou o menor índice de colonização micorrízica.
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Tempo em Câmara de Crescimento (dias)
Figura 1: Intensidade de colonização micorrízica (%) de plantas do porta-enxerto de 
macieira Marubakaido micropropagadas, submetidas ou não à poda de raízes e 
com inoculação de fungos micorrízicos arbusculares antes e depois da fase de 
enraizamento das plantas. Tratamentos: M l = Sem poda de raízes, com 
inoculação micorrízica antes da fase de enraizamento; M2 = Sem poda de raízes, 
com inoculação micorrízica após a fase de enraizamento; M3 = Com poda de 
raízes, com inoculação micorrízica após a fase de enraizamento. Valores 
seguidos de mesma letra não diferem significativamente entre si (Teste de 
Newman-Keuls, p < 0,05) (n=15).
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5.1.2. Desenvolvimento de Técnicas de Aclimatização e Inoculação Micorrízica do 
Porta-Enxerto M arubakaido Micropropagado
Até o momento da primeira avaliação, realizada 51 dias após a saída das plantas das 
condições in vitro, a inoculação com fungos micorrízicos arbusculares não proporcionou 
diferenças significativas nos parâmetros incremento em altura, peso da matéria seca de 
parte aérea, peso fresco de raízes e relação MFR/MFA (Tabela 3). Contudo, após 81 dias, o 
incremento em altura das plantas inoculadas em estágio inicial do enraizamento apresentou 
uma tendência (p=0,053) de ser maior do que o das plantas inoculadas em estágios tardios 
ou do que o de plantas não inoculadas.
O peso da matéria seca da parte aérea apresentou comportamento similar ao 
verificado com o incremento em altura após 81 dias, as plantas inoculadas antes da fase de 
enraizamento foram significativamente maiores do que plantas inoculadas após a fase de 
enraizamento ou que receberam biota não micorrízica do solo após a fase de enraizamento. 
No entanto, não houve diferença significativa entre as plantas que receberam adição da 
biota não micorrízica do solo antes do enraizamento e as que receberam inoculação 
micorrízica na mesma época, visto que estas tiveram um crescimento que não apresentava 
diferenças significativas em relação aos que tiveram maiores e menores valores de matéria 
seca.
O peso fresco de raízes apresentou diferenças significativas entre os tratamentos na 
segunda avaliação, embora não tenham ocorrido diferenças para a primeira avaliação. 
Após 81 dias, as plantas inoculadas em estágio inicial do enraizamento apresentaram 
sistemas radiculares significativamente maiores do que plantas inoculadas após a fase de 
enraizamento, ou do que plantas que receberam apenas biota não micorrízica do solo.
A relação MFR/MFA aumentou da primeira avaliação (51 dias) para a segunda 
avaliação (81 dias), sendo que a proporção de aumento dentro do período experimental 
variou conforme o tratamento. Na primeira avaliação, a relação MFR/MFA apresentou 
valores similares para todos os tratamentos, enquanto na segunda avaliação observou-se 
uma tendência de plantas inoculadas com fungos micorrízicos arbusculares terem relações 
MFR/MFA maiores do que plantas não inoculadas.
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A colonização micorrízica não ocorreu nos tratamentos que receberam apenas a biota 
não micorrízica do solo, e estabeleceu-se nos tratamentos inoculados (Figura 2). O porta- 
enxerto Marubakaido apresentou, na primeira avaliação, os seguintes índices de 
colonização micorrízica: 76% para o tratamento inoculado antes da fase de enraizamento e 
20% para o tratamento inoculado após a fase de enraizamento. Na segunda avaliação, essa 
diferença entre os tratamentos diminuiu, e os índices encontrados foram de 54% para o 
tratamento inoculado antes da fase de enraizamento e 61% para o tratamento inoculado 
após a fase de enraizamento.
Tempo em Câmara de Crescimento (dias)
Figura 2: Intensidade de colonização micorrízica (%) de plantas do porta-enxerto de 
macieira Marubakaido micropropagadas e com inoculação de fungos 
micorrízicos arbusculares antes e depois da fase de enraizamento das plantas. 
Tratamentos: M l = inoculação micorrízica antes da fase de enraizamento; M2 
= inoculação micorrízica após a fase de enraizamento. Valores seguidos de 
mesma letra não diferem significativamente entre si (Teste de Newman-Keuls, 
p < 0,05) (n=12).
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5.1.3. Desenvolvimento de Técnicas de Adimatização e Inoculação Micorrízica do 
Porta-Enxerto M.9 Micropropagado
O porta-enxerto de macieira M.9 micropropagado, quando submetido à inoculação 
micorrízica, apresentou comportamento diferente do verificado com o porta-enxerto 
Marubakaido. JSLa Tabela 4 são apresentados os dados de crescimento obtidos para o porta- 
enxerto M-9 ao longo de todo o período experimental. Na primeira avaliação, a presença 
da associação micorrízica no estágio inicial do enraizamento reduziu o incremento em 
altura, o peso de matéria seca de parte aérea, o peso fresco de raízes e a relação 
MFR/MFA-
As diferenças verificadas na primeira avaliação para os parâmetros incremento em 
altura e peso da matéria seca de parte aérea mantiveram-se até o final do período 
experimental. No entanto, nenhuma diferença entre os tratamentos foi verificada para peso 
fresco de raízes e relação MER/MFAao finai de SI dias. A relação MFR/MFAaumentou 
ao longo do período experimental, visto que as plantas inoculadas com âingos micorrízicos 
arbusculares em estágio inicial Ho enraizam ento aumentaram sua h iomassa de raízes em 
três vezes, enquanto nos outros tratamentos o aumento foi de aproximadamente duas vezes.
Na primeira avaliação, os índices de colonização micorrízica do porta-enxerto M.9 
foram de 43% para o tratamento inoculado antes da fase de enraizamento e de 23% para o 
tratamento inoculado após a  fase de enraizamento (Figura 3). Na segunda avaliação, essa 
diferença entre os tratamentos diminuiu, e os índices encontrados foram de 56% para o 
tratamento inoculado antes da fase de enraizamento e 51% para o tratamento inoculado 
após a fase de enraizamento.
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Tempo em Câmara de Crescimento (dias)
Figura 3: Intensidade de colonização micorrízica (%) de plantas do porta-enxerto de 
macieira M.9 micropropagadas e com inoculação de fungos micorrízicos 
arbusculares antes e depois da fase de enraizamento das plantas. Tratamentos: 
M l = inoculação micorrízica antes da fase de enraizamento; M2 = inoculação 
micorrízica após a fase de enraizamento. Valores seguidos de mesma letra não 
diferem significativamente entre si (Teste de Newman-Keuls, p < 0,05) (n=12).
5. 2. Crescimento e Desenvolvimento do Sistema Radicular dos Porta-Enxertos 
M arubakaido e M.9 Micropropagados
5.2.1. Crescimento e Desenvolvimento do Sistema Radicular do Porta-Enxerto 
M arubakaido Micropropagado Submetido ou não à Poda de Raízes
O sistema radicular das plantas do porta-enxerto Marubakaido foi afetado pelos 
procedimentos utilizados, especialmente pela poda de raízes. Este procedimento reduziu 
significativamente o crescimento e desenvolvimento do sistema radicular do porta-enxerto 
Marubakaido, como pode ser verificado pelos dados de número total e o comprimento total 
de raízes (Tabela 5). Os dois tratamentos que tiveram poda de raízes, com inoculação
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micorrízica ou adição de biota não micorrízica do solo, apresentaram uma redução de cerca 
de 40% no número total e no comprimento total de raízes, quando comparados aos 
tratamentos que Jião sofreram poda de raízes & receberam os inóculos, micorrizícos ou não 
micorrízicos, após a fase de enraizamento. A redução observada no número total foi 
composta pela diminuição no número de raízes Jalerais de ordem 1 e ordem 2 , enquanto no 
comprimento total de raízes a redução foi verificada nos eixos radiculares e nas raízes de 
ordem 1 .
--------- No que se refere ao número e-comprimento de raízes nas diferentes ordens, a
comparação de planías mi corrizadas e não micoiri zadas mostra que, deníro de cada 
combinação dos outros fatores, as plantas com a associação micorrízica tenderam a 
apresentar piédias superiores no número de eixos radiculares e  raízes jde ordem 1. Mesmo 
que as diferenças não tenham sido significativas pela análise estatística, esta repetição do 
comportamento nos eixos radiculares e  nas raizes de ordem 1 sugere um efeito da 
simbiose. A época de introdução dos fungos micorrízicos arbusculares no sistema não 
proporcionou diferenças significativas no número £ no comprimento toíal de raízes.
O tratamento sem poda de raízes e com adição da biota não micorrízica do solo antes 
da fase dç enraizamento teve plantas com número e  comprimento totais de raízes 
equivalentes ao dos tratamentos que receberam inóculo micorrízico. Esse tratamento 
apresentou jnaior número de raízes de ordem 2  _e ordem 3 em relação aos demais 
tratamentos, tendo ainda maior comprimento de raízes de ordem 2 e 3, sendo que essa 
diferença epi relação aos demais tratamentos foi estatisticamente significativa. Esses dados 
indicam que a biota não micorrízica do solo teve um efeito sobre o crescimento e 
desenvolviçnento do sislema radiculardo porta-enxerto Mamhakaido.
5.2.2. Crescimento e Desenvolvimento do Sistema Radicular do Porta-Enxerto 
Marubak^ido Microprojjagado
Os efeitos da colonização micorrízica sobre o número e comprimento de raízes 
manifestar^m-jse de fbrma distinta nos dois períodos de .avaliação. A inoculação com 
fungos micorrízicos arbusculares não teve efeito significativo sobre o número total e o 
comprimento lotai de raízes do porta-enxerto Mamhakaido ao final de 51 dias (Tabela j5).
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Nesse mesmo período de avaliação, também não foi constatada uma tendência clara 
de efeitos sobre o número e o comprimento de eixos e raízes de ordem 1, 2 e 3. Ainda na 
primeira avaliação, foi verificado que as plantas micorrizadas em estágio inicial da fase de 
enraizamento tenderam a ter uma redução de raízes de ordem 2 (p=0,074).
Ao final de 81 dias, o número total de raízes do tratamento inoculado em estágio 
inicial do enraizamento foi significativamente maior do que observado nos demais 
tratamentos, chegando a cerca de 50% de aumento (Tabela 7). Analisando-se as ordens de 
raízes individualmente, verificou-se que esta diferença no número total de raízes 
concentrou-se no número de raízes de ordem 1 e 2 , enquanto os números de eixos e de 
raízes de ordem 3 e 4 não apresentaram variações significativas entre os tratamentos. O 
comprimento total de raízes tendeu a refletir a diferença encontrada para o número de 
raízes. Entretanto, neste parâmetro a diferença é derivada do comprimento de eixos e raízes 
de ordem 1, havendo uma tendência (p=0,054) de raízes de ordem 2 terem maior 
comprimento.
5.2.3. Crescimento e Desenvolvimento do Sistema Radicular do Porta-Enxerto M.9 
Micropropagados
A arquitetura do sistema radicular do porta-enxerto M.9 foi afetado pela inoculação 
micorrízica de uma forma distinta do ocorrido com o porta-enxerto Marubakaido. Plantas 
inoculadas antes da fase de enraizamento tiveram reduzidos o número e o comprimento de 
raízes. Na primeira avaliação (Tabela 8), as plantas inoculadas com fungos micorrízicos 
arbusculares em estágios iniciais de enraizamento apresentaram uma redução no número 
total de raízes; este foi significativamente menor do que o das plantas que receberam 
apenas a biota não micorrízica do solo após a fase de enraizamento. Ficaram em uma 
posição intermediária as plantas que receberam adição da biota não micorrízica do solo 
antes da fase de enraizamento e as plantas micorrizadas após a fase de enraizamento. As 
raízes estavam distribuídas de forma diferente entre as diversas ordens, em função dos 
diferentes tratamentos. Nas plantas do tratamento que recebeu a adição da biota não 
micorrízica do solo, o maior número de raízes concentrava-se nos eixos e raízes de 
ordem 1 .
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Não houve diferenças no número de raízes de ordem 2, e apenas os tratamentos que 
receberam o inóculo micorrízico ou a biota não micorrízica do solo após a fase de 
enraizamento apresentaram raízes de ordem 3. Nesse mesmo período de avaliação não se 
constatou a presença de raízes de ordem 4, e os efeitos da inoculação ocorreram em raízes 
de ordem baixa (eixos radiculares e raízes de ordem 1).
O comprimento total de raízes tendeu a refletir as diferenças observadas no número 
de raízes. O maior comprimento total foi para o tratamento que recebeu a  biota não 
micorrízica do solo após a fase de enraizamento, e que foi significativamente maior do que 
o tratamento com micorrização antes da fase de enraizamento. Os tratamentos com 
inoculação micorrízica após a fase de enraizamento e com adição da biota não micorrízica 
do solo antes jdo enraizamento apresentaram valores intermediários, embora sem diferirem 
significativamente do tratamento que recebeu a biota não micorrízica após a fase de 
enraizamento. Entre os tratamentos não houve efeitos significativos da inoculação 
micorrízica sobre o comprimento de raízes de ordem 2. As raízes de ordem 3 foram 
observadas comente nos tratamentos com inoculação, micorrízica ou não, após a fase de 
enraizamento, sem que houvesse uma diferença significativa entre eles.
Aos 81 dias, o efeito da inoculação tendeu a  manifestar-se nas raízes de ordem 2 e 3 
(Tabela 9). As diferenças encontradas, na primeira avaliação, nos números total de eixos e 
de raízes dg ordem 1 e 2  desapareceram aos 81 dias. No entanto, observaram-se menores 
números de raízes de ordem 2 e 3 nos tratamentos em que os inoculantes foram 
adicionados antes do enraizamento das plantas.
Na segunda avaliação, o comprimento total de raízes apresentou-se menor para o 
tratamento inoculado cora fungos micorrízicos arbusculares antes do enraizamento, e os 
maiores valores foram observados nas plantas que receberam apenas biota não micorrízica 
do solo após o enraizamento. Os tratamentos que receberam inóculo micorrízico após o 
enraizamento e biota não micorrízica do solo antes do enraizamento apresentaram valores 
intermediários para o comprimento total de raízes, e esse comportamento ocorreu também 
nas raízes de ordem 1 e ordem 2 .
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Os resultados referentes aos estudos de aclimatização e inoculação micorrízica 
comprovam que a resposta das plantas ao estabelecimento da colonização micorrízica não 
depende somente de variáveis como solo ou espécie de fungos micorrízicos arbusculares, 
mas também está relacionada à espécie vegetal e à condição fisiológica desta. Além disso, 
outros dois fatores mostraram-se importantes: o grau e a forma de manipulação das plantas, 
neste caso a poda, e a época de introdução dos fungos micorrízicos arbusculares no sistema 
de produção de mudas.
O aumento da taxa de sobrevivência e do crescimento e desenvolvimento de plantas 
micropropagadas tem sido alcançado pelo estabelecimento de técnicas que levam em conta 
a aclimatização e a inoculação micorrízica simultaneamente. Resultados positivos têm sido 
conseguidos para diversas espécies vegetais, como plantas de kiwi (SCHUBERT et a l,  
1992), morangueiro (VESTBERG, 1992), abacateiro (AZCON-AGUILAR et a l,  1992; 
VIDAL et a l, 1992; JAIZMEVEGA & AZCON, 1995), macieira (BRANZANTI et 
a l,  1992; UOSUKAINEM & VESTBERG, 1994), abacaxizeiro (JAIZMEVEGA & 
AZCON, 1995), mamoeiro(JAIZMEVEGA & AZCON, 1995), plantas de mandioca 
(AZCON-AGUILAR et al., 1997) e bananeira (PINOCHET et a l, 1997), dentre outras. 
Esses trabalhos demonstram que a introdução de fungos micorrízicos arbusculares na fase 
de aclimatização aumenta a porcentagem de sobrevivência e a tolerância ao estresse do 
transplantio. Entretanto, respostas positivas no crescimento e desenvolvimento das plantas 
dependem da espécie vegetal, do fungo micorrízico e do substrato utilizado.
Os efeitos da poda, presença de fungos micorrízicos arbusculares e época de 
inoculação micorrízica sobre o crescimento e desenvolvimento das partes aéreas e 
radiculares das plantas observadas neste trabalho podem, também, estar relacionados com 
a combinação da fase de enraizamento com a fase de aclimatização. Técnicas de 
inoculação de fungos micorrízicos arbusculares em plantas micropropagadas com 
enraizamento ex vitro não foram encontrados na literatura. As condições específicas dos 
experimentos descritos neste trabalho - em que enraizamento, aclimatização e inoculação 
micorrízica foram realizados simultaneamente - podem ter sido suficientes para causar 
diferenças no crescimento e desenvolvimento dos porta-enxertos de macieira.
40
Independentemente das respostas obtidas, o protocolo desenvolvido mostrou-se promissor 
para a aplicação na produção de plantas, pois a combinação da fase de enraizamento com a 
aclimatização possibilita uma redução no tempo de produção de mudas dos porta-enxertos 
de macieira e, consequentemente, uma redução de 50% nos custos de produção.
O grau de manipulação, a lavagem ou remoção de parte aérea ou radicular das 
plantas durante a transferência para condições ex vitro e no período de aclimatização são 
fatores que afetam o crescimento e desenvolvimento de mudas micropropagadas. A poda 
do sistema radicular do porta-enxerto Marubakaido apresentou um efeito negativo sobre 
todos os parâmetros analisados. Esse fator desencadeou uma redução significativa no 
incremento em altura, na produção de biomassa de raízes e no acúmulo de matéria seca de 
parte aérea. Os dados evidenciaram, ainda, uma redução significativa nos números e 
comprimentos de raízes, no total ou nas diferentes ordens. Apenas a relação MFR/MFA 
não foi reduzida significativamente pela poda de raízes. Em trabalhos sobre técnicas de 
micropropagação, a poda de raízes tem sido mencionada como uma causa do 
estabelecimento deficiente das mudas micropropagadas (GROUT & ASTON, 1977; 
DEBERGH & MAENE,1981; DONNELLY et al., 1985; McCLELLAND & SMITH, 
1989; OLIEN et al, 1993; FRÁGUAS et al., 1997; THOMAS & RAVINDRA,1997). O 
efeito da poda sobre o crescimento do porta-enxerto Marubakaido vem ao encontro das 
observações de FRÁGUAS et al. (1997), que constataram que a poda das raízes provocava 
redução no crescimento vegetativo e diferentes respostas no padrão de arquitetura radicular 
desse mesmo porta-enxerto.
Desta forma, os dados indicam que a poda de raízes para o porta-enxerto 
Marubakaido é uma prática nociva e não deve ser recomendada. Por outro lado, a 
introdução de fungos micorrízicos arbusculares no sistema de produção de mudas revelou- 
se um fator vantajoso. O porta-enxerto Marubakaido teve maior incremento em altura, 
produção de biomassa radicular e o acúmulo de matéria seca de parte aérea quando a 
inoculação com os fungos micorrízicos arbusculares ocorreu antes da fase de 
enraizamento.
Foram realizados dois experimentos com o porta-enxerto Marubakaido, com lotes 
diferentes de plantas. As condições ambientais para os dois experimentos foram as 
mesmas, exceto a quantidade de radiação fotossinteticamente ativa que aumentou de 60 
(imol.s^.m'2 no primeiro experimento para 120 nmol.s^.m"2 no segundo. Os efeitos da
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presença dos fungos micorrízicos arbusculares no crescimento e desenvolvimento de parte 
aérea e do sistema radicular do porta-enxerto Marubakaido manifestou-se de forma similar 
em ambos experimentos. Dessa forma, os efeitos da inoculação micorrízica e da época de 
inoculação sobre o crescimento e desenvolvimento do porta-enxerto Marubakaido serão 
discutidos apenas em função dos dados do segundo experimento, e a partir dos dados do 
terceiro experimento para o M.9.
Os dois últimos experimentos não foram realizados simultaneamente, e os dois porta- 
enxertos têm características genéticas, morfológicas e fisiológicas bem distintas. Por esses 
motivos não foram efetuadas análises estatísticas conjuntas dos dois porta-enxertos. 
Contudo, foi possível verificar que a inoculação com fungos micorrízicos arbusculares 
produziu efeitos diversos sobre o crescimento e desenvolvimento da parte aérea e do 
sistema radicular dos porta-enxertos micropropagados. O porta-enxerto Marubakaido, 
quando inoculado antes do enraizamento, apresentou um aumento significativo no número 
e comprimento de raízes, mas o porta-enxerto M.9, submetido à mesma situação de 
inoculação, apresentou redução nos parâmetros relacionados ao crescimento e 
desenvolvimento do sistema radicular. O crescimento e desenvolvimento de parte aérea 
dos porta-enxertos mostraram-se similares ao que se observou com os parâmetros de 
crescimento e desenvolvimento do sistema radicular.
O porta-enxerto Marubakaido apresentou respostas positivas quando inoculado com 
a mistura de fungos micorrízicos arbusculares. A presença da associação micorrízica 
aumentou o incremento em altura, peso fresco de raízes e o peso da matéria seca de parte 
aérea. Esse porta-enxerto (Marubakaido) apresentou, também, aumentos significativos no 
número e no comprimento total de raízes quando a inoculação micorrízica ocorreu antes da 
fase de enraizamento. Esses resultados estão de acordo com a maioria dos trabalhos 
referentes a arquitetura do sistema radicular. Contudo, tais trabalhos - como os de PRICE 
et al. (1989), BERTA et al. (1990), HETRICK et al. (1991), SCHELLENBAUM et al.
(1991), TROTTA et al. (1991), HOOKER et al. (1992), TISSERANT et al. (1992), 
BERTA et al. (1995), NORMAN et al. (1996) e FORTUNA et al. (1998) - foram 
conduzidos com plantas previamente enraizadas, e não com a presença dos fungos 
micorrízicos arbusculares durante a fase de enraizamento, como foi feito neste trabalho. 
Esse sistema radicular com maior número e comprimento de raízes, isto é, um sistema mais
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ramificado, é potencialmente mais eficiente na absorção de nutrientes do solo (FITTER, 
1987).
A época de introdução dos fungos micorrízicos arbusculares dentro do sistema de 
produção de mudas do porta-enxerto Marubakaido revelou-se como fator importante, visto 
que as alterações verificadas foram condicionadas ao momento de inoculação. A presença 
dos fungos micorrízicos arbusculares no início da fase de enraizamento promoveu 
alterações na arquitetura do sistema radicular do porta-enxerto Marubakaido, pois houve 
um aumento no número de ramificações e no comprimentos destas, porém tais 
modificações pareceram ser transitórias. Ao final de 81 dias, as plantas apresentaram-se 
sem diferenças significativas entre os tratamentos, sugerindo que o efeito promovido pela 
presença da associação micorrízica foi apenas passageiro, e foram resultado de interação 
com outras variáveis, como balanço hormonal da planta.
O crescimento e desenvolvimento de parte aérea e do sistema radicular do porta- 
enxerto M.9 quando inoculado com a mistura de fungos micorrízicos arbusculares 
apresentaram respostas negativas. A inoculação micorrízica reduziu o incremento em 
altura, a produção de biomassa radicular, o acúmulo de matéria seca de parte aérea e o 
número e comprimento de raízes. Resultados similares aos verificados neste trabalho em 
relação ao crescimento e desenvolvimento de parte aérea foram obtidos por 
MATSUB ARA et al. (1996), que, trabalhando com Malus spp, constataram que o efeito da 
inoculação micorrízica difere conforme a combinação entre espécies de fungos e variedade 
vegetal.
Neste trabalho, a presença dos fungos micorrízicos arbusculares no início da fase de 
enraizamento promoveu alterações na arquitetura do sistema radicular do porta-enxerto 
M.9, mas essas modificações tenderam a desaparecer ao longo do período experimental. 
Essas observações indicam que as alterações ocorridas, além de temporárias, foram 
resultado de interações com outras variáveis, como hormônios.
As diferenças entre os porta-enxertos ocorreram porque o sistema radicular das 
plantas é geneticamente determinado e pode ser afetado por fatores ambientais como 
nutrição mineral, disponibilidade de água, temperatura e microrganismos do solo. Um dos 
efeitos mais comuns da presença da associação micorrízica é o aumento no número de 
ramificações das raízes. Esse aumento no número de raízes é importantes em relação a 
ancoragem e absorção de nutrientes e água (BERTA & FUSCONI, 1998). A presença da
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associação micorrízica pode aumentar ou diminuir a atividade meristemática dos ápices 
radiculares e, consequentemente, variar o tamanho deles. Entretanto, as alterações na 
arquitetura radicular podem também ser causadas por efeitos nutricionais ou hormonais, 
que agem sozinhos ou em conjunto com a associação.
Trabalhos realizados por RAVOLANIRINA et a l  (1989) e BRANZANTI et a l
(1992) demonstraram que a melhor época para a inoculação dos fungos micorrízicos 
arbusculares é no início da fase de aclimatização, quando as plantas têm apenas primórdios 
radiculares. Os benefícios da inoculação no início da fase de aclimatização. têm sido 
demonstrado para diversas espécies de plantas micropropagadas. No entanto, algumas 
plantas se desenvolvem melhor quando a inoculação micorrízica ocorre após a fase de 
aclimatização. Para a macieira existem trabalhos que recomendam a inoculação antes da 
fase de aclimatização (BRANZANTI et al., 1992) ou após essa fase (UOSUKAINEN & 
VESTEBERG, 1994). A confrontação desses trabalhos com os resultados do presente 
trabalho reafirmam que para cada espécie de planta existe uma combinação específica de 
fungo micorrízico, substrato e época de inoculação.
Com o porta-enxerto M.9, também houve efeito significativo da época de introdução 
dos fungos micorrízicos arbusculares no sistema de produção de mudas. Esse porta-enxerto 
teve reduções significativas no número e no comprimento total de raízes quando a 
inoculação micorrízica ocorreu antes da fase de enraizamento. A redução observada no 
número e comprimento de raízes no porta-enxerto M.9 inoculado com fungos micorrízicos 
arbusculares antes da fase de enraizamento pode ser devida ao consumo de fotossintatos 
pelo simbionte fúngico, em detrimento das raízes. Esses resultados estão, em parte, de 
acordo com os trabalhos de MASCHKE et al. (1996) e YANO et al. (1996), que 
verificaram que plantas colonizadas com fungos micorrízicos arbusculares apresentavam 
uma redução no comprimento individual de raízes e um aumento no número de eixos 
radiculares. Estes pesquisadores também trabalharam com mudas previamente enraizadas, 
e não com a presença dos fungos micorrízicos arbusculares na fase de enraizamento, como 
descrito neste trabalho. Os dados obtidos neste trabalho mostram que, nas condições 
utilizadas e no período avaliado, os fungos micorrízicos arbusculares utilizados 
constituíram-se também em um dreno de energia para a planta, com reflexos negativos no 
crescimento delas. Isso aponta para a necessidade de seleção de outros fungos micorrízicos
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arbusculares para a aclimatização do porta-enxerto M.9 e a seleção de outras épocas para a 
sua introdução.
A biota não micorrízica do solo teve efeito sobre o crescimento e 0 desenvolvimento 
dos porta-enxertos. As plantas que receberam adição da biota do solo antes da fase de 
enraizamento apresentaram comportamento similar aos das plantas que receberam a 
inoculação micorrízica após a fase de enraizamento. Essas observações indicam que os 
outros microrganismos do solo também têm efeito sobre o desenvolvimento dos porta- 
enxertos, e podem promover o seu crescimento e desenvolvimento. A presença dos outros 
microrganismos nos tratamentos não inoculados com fungos micorrízicos arbusculares 
promoveu modificações na distribuição das raízes e no comprimentos dessas. Dessa forma, 
houve indícios de que não é somente a presença dos fungos micorrízicos arbusculares que 
pode alterar a arquitetura do sistema radicular, mas sim toda a população de 
microrganismos presentes ao redor das raízes.
A utilização de uma mistura de fungos micorrízicos arbusculares como inoculante 
não garantiu sua eficiência em todas as situações propostas no presente trabalho. A 
especificidade fungo-planta não existe nas associações micorrízicas arbusculares, embora 
ocorram diferenças entre isolados de fungos quanto à capacidade de promover o 
crescimento e o desenvolvimento de uma mesma espécie. Essa variações podem ser 
interpretadas como um tipo de especificidade funcional do hospedeiro (FORTUNA et al., 
1992). Na mistura de fungos micorrízicos arbusculares utilizada como inoculante neste 
trabalho é possível que um ou mais isolados de fungos micorrízicos arbusculares, menos 
eficientes em promover o crescimento e o desenvolvimento das plantas, tenham sido mais 
competitivos para colonizar as raízes nas condições em que o porta-enxerto M.9 se 
desenvolveu.
Os efeitos da presença dos fungos micorrízicos arbusculares foram maiores quando a 
inoculação ocorreu logo após a aplicação de ácido indolibutírico, ou seja, quando as 
plantas ainda deveriam ter em seus tecidos níveis altos de auxina exógena ou de seus 
metabólitos. A comparação entre os dois porta-enxertos indica que a simples presença da 
associação micorrízica não foi suficiente para promover alterações na arquitetura radicular, 
que somente ocorreram quando a inoculação micorrízica aconteceu antes da fase de 
enraizamento. Essa observação indica que a aplicação exógena de ácido indolibutírico 
possa ter efeito sobre os parâmetros relacionados ao sistema radicular. A variedade de
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efeitos freqüentemente ocasionados pela auxina depende de numerosos fatores, incluindo o 
estágio de desenvolvimento do tecido ou órgão, a concentração de auxina, o tipo de auxina 
(natural ou sintética) e da presença e concentração de outros hormônios (SALISBURY & 
ROSS, 1993; FOSKET, 1994; MOHR & SCHOPFER, 1995). Uma peculiaridade da 
auxina é que este hormônio pode causar diferentes efeitos em diferentes espécies vegetais, 
ou diferentes efeitos na mesma espécie de planta em tempos diferentes (DAVIES, 1994). A 
concentração desse hormônio nos tecidos pode também desencadear diferentes respostas, a 
concentração determina se o efeito será estimulador ou inibitório. As modificações na 
arquitetura radicular observadas nestes experimentos poderiam ser explicados pela 
combinação de efeitos da aplicação de auxina exógena e da presença do fungo simbionte 
no momento que se iniciou o processo de enraizamento da planta, que produziram 
alterações no número e comprimento de raízes dos porta-enxertos. A interação entre 
aplicação exógena de ácido indolibutírico e a presença de fungos micorrízicos arbusculares 
foi verificada por DUTRA et al. (1996) para dois porta-enxertos de citros. Eles 
demonstraram que as plantas inoculadas com fungos micorrízicos arbusculares e que 
receberam aplicação exógena de auxina apresentavam um maior número de estruturas 
fúngicas. As observações feitas no presente trabalho abrem perspectivas para o 
aprofundamento de estudo relacionados à quantidade e à concentração de hormônios 
aplicados aos porta-enxertos e seu efeito sobre o crescimento e desenvolvimento da planta 
quando associadas a fungos micorrízicos arbusculares.
O estabelecimento da associação micorrízica induz mudanças na composição mineral 
e na fisiologia dos tecidos da planta, e como conseqüência, na exsudação radicular 
(AZCÓN-AGUILAR & BAREA, 1992). Esse fato, junto com o desenvolvimento do 
micélio fúngico ao redor da raiz, produz modificações químicas e físicas do ambiente ao 
redor da micorriza. Os efeitos verificados no crescimento e desenvolvimento do sistema 
radicular dos porta-enxertos conduzem à recomendação de que novas pesquisas sejam 
realizadas, a fim de averiguar as implicações futuras dessas modificações ocorridas pela 
presença do associação micorrízica e dos outros microrganismos do solo. A possibilidade 
de manipular os fúngos micorrízicos arbusculares em combinação com outros 
microrganismos do solo depende de um melhor entendimento dos sistemas produtivos e da 
adequada seleção de inoculantes a ser utilizado. A seleção dos inoculantes pode ser 
fündamentada em critérios como compatibilidade com a planta e eficiência em promover o
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crescimento dessa, mas a aplicação dessas ferramentas biotecnológicas avançará quando os 
mecanismos e a base molecular das interações entre microrganismos da rizosfera, fungos 
micorrízicos arbusculares e raízes forem conhecidos e entendidos. Através de estudos 
específicos será possível obter informações sobre as condições em que os fungos 
micorrízicos arbusculares poderão ter sinergismo com outros microrganismos do solo 
(ANDRADE et a i,  1998). Desta forma, a inoculação de fungos micorrízicos arbusculares 
junto com outros microrganismos poderá assegurar o estabelecimento das micorrizas e 
aumentar os benefícios oriundos dessa associação
A presença da associação micorrízica na fase inicial do enraizamento do porta- 
enxerto Marubakaido mostrou-se importante e com potencial de utilização, pelo papel que 
ela pode desempenhar na produção de mudas de boa sanidade e vigor, com condições de 
melhor estabelecimento no viveiro ou a campo. Contudo, para o porta-enxerto M.9 é 
importante estabelecer novos protocolos de inoculação, iniciando-se pela seleção de outros 
fungos micorrízicos arbusculares, visto que a mistura utilizada no presente trabalho foi 
contraproducente em termos de promover o crescimento e desenvolvimento deste porta- 
enxerto. Outra possibilidade para utilização de fungos micorrízicos arbusculares em 
plantas do porta-enxerto M.9 é a inoculação micorrízica mais tarde, ou seja, em fase de 
viveiro.
Os resultados obtidos no presente trabalho abrem a perspectiva de serem 
aprofundados alguns aspectos básicos e aplicados, relacionados com sistema de produção 
de mudas micropropagadas. Por exemplo, deve verificar-se o efeito da aplicação de 
diversas concentrações de auxina e a presença de fungos micorrízicos arbusculares, e 
desenvolver estudos que verifiquem o efeito da biota não micorrízica do solo sobre o 
crescimento e desenvolvimento dos porta-enxertos. O melhor entendimento desses efeitos 
poderá contribuir para o fornecimento ao produtor não apenas de plantas, mas sim de uma 
comunidade em cuja rizosfera haverá microrganismos que atuem na nutrição e na proteção 
contra estresses bióticos e abióticos.
O presente trabalho inseriu-se no projeto “Seleção de Clones de Porta-Enxertos de 
Macieira e de Fungos Micorrízicos Tolerantes a Condições Edáficas Prevalecentes em 
Solos Ácidos da Região Sul - Santa Catarina”, que tem por objetivos o desenvolvimento de 
técnicas para produção de mudas de macieira para as condições de solos ácidos, através da 
propagação em massa de clones selecionados, seleção de espécies de fungos micorrízicos
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arbusculares eficientes e tolerantes às condições de estresses edáficos e produção de 
inóculo em escala experimental por técnicas de cultivo em vasos, chegando-se à produção 
de mudas de porta-enxerto de macieira micropropagadas e micorrizadas. A seleção de 
isolados de fungos micorrízicos arbusculares está sendo realizada por outro pesquisador, e 
neste momento é possível reunir os esforços dos componentes do grupo de pesquisa e 
desenvolver novos protocolos de aclimatização e inoculação micorrízica, com vistas à 
obtenção de mudas saudáveis dos porta-enxertos de macieira. É necessário agora que 
equipes ligadas ao setor produtivo desenvolvam as tecnologias combinando os resultados 
dos esforços dos componentes do projeto: a produção de plantas micropropagadas, 
protocolos de aclimatização e micorrização e os fungos selecionados para as condições do 
sul do Brasil.
Ferramentas biotecnológicas forneceram a base para os estudos que caracterizaram 
as necessidades nutricionais, os processos de crescimento e desenvolvimento das mudas 
micropropagadas e inoculadas com fungos micorrízicos arbusculares, com o 
estabelecimento do melhor momento para a inoculação. Neste momento, é preciso verificar 
as interações existentes entre os fungos micorrízicos arbusculares e hormônios, bem como 
desenvolver estudos relacionados aos efeitos promovidos pelos outros microrganismos do 
solo. Avanços nessas áreas poderão fornecer informações para aumentar o potencial de 
utilização das técnicas biotecnológicas.
O protocolo de enraizamento, aclimatização e inoculação de fungos micorrízicos 
arbusculares abordado neste trabalho, apesar dos resultados pouco promissores obtidos 
para o porta-enxerto M.9, não está limitado simplesmente a plantas de macieira, mas 
também pode ser aplicado a outras espécies de interesse econômico e ecológico. Esse 
protocolo pode ser ajustado às diferentes espécies vegetais de interesse das empresas ou 
viveristas. Os ajustes no protocolo permitirão que as empresas produzam mudas de plantas 
em curtos períodos de tempo, com alta qualidade e homogeneidade.
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7. CONCLUSÕES
♦ A poda de raízes teve efeito negativo sobre o crescimento e o desenvolvimento de parte 
aérea e promoveu alterações na arquitetura do sistema radicular do porta-enxerto 
Marubakaido micropropagado.
♦ A inoculação da mistura de fungos micorrízicos arbusculares aumentou o 
desenvolvimento de parte aérea e radicular do porta-enxerto Marubakaido, e esse efeito 
foi mais acentuado quando a inoculação foi realizada antes da fase de enraizamento.
♦ A inoculação da mistura de fungos micorrízicos arbusculares reduziu o 
desenvolvimento de parte aérea e radicular do porta-enxerto M.9, e esse efeito foi mais 
acentuado quando a inoculação foi realizada antes da fase de enraizamento.
♦ A inoculação micorrízica promoveu um aumento na ramificação das raízes do porta- 
enxerto Marubakaido, formando um sistema radicular potencialmente mais eficiente na 
absorção de nutrientes do solo.
♦ Os procedimentos de enraizamento, aclimatização e inoculação da mistura de fungos 
micorrízicos arbusculares abordados neste trabalho mostraram-se promissores para o 
porta-enxerto Marubakaido.
ANEXOS
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Anexo 1: Análise química1 e componentes do substrato utilizado nos experimentos de 
inoculação micorrízica e aclimatização dos porta-enxertos Marubakaido e M.9 
micropropagados.
pH SMP Alumínio 
cmol c. dm
Ca + Mg 
cmolc.dm3
Fósforo
mg/dm3
Potássio
mg/dm3
Matéria 
Orgânica (%)
5,52 6,5 0,06 4,53 50 200 1,95
1 Análise realizada pelo Laboratório de Solos - Departamento de Engenharia Rural -  Centro 
de Ciências Agrárias -  Universidade Federal de Santa Catarina.
O substrato utilizou os seguintes componentes:
Solo coletado em Florianópolis e classificado como Terra Roxa Estruturada, subsolo.
■ Areia de construção (média) lavada e peneirada ( entre 0,297 mm -2 ,000 mm)
Composto termofílico de resíduos orgânicos de coleta seletiva na Universidade Federal 
de Santa Catarina,
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Anexo 4 - Esquema da metodologia utilizada para avaliação do comprimento 
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